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HI STONE DEACETYLASE: NOUVELLE CIBLE MOLECULAIRE DE LA NEUROTOXICITE 

La presente invention concerne le domaine de la biologie, de la genetique et de 
la medecine. Elle concerne notamment de nouvelles methodes pour la 

5 detection, la caracterisation et/ou le traitement de pathologies 
neurodegeneratives, notamment de la sclerose laterale amyotrophique. 
L'invention concerne egalement des methodes pour ('identification ou le 
screening de composes actifs dans ces pathologies. L'invention concerne 
egalement les composes, genes, cellules, plasmides ou compositions utiles 

10 pour la mise en ceuvre des methodes ci-dessus. L'invention decoule notamment 
de Identification du role des enzymes impliquees dans la phosphorylation de 
facteurs nucleaires, parmi lesquelles il convient de souligner les histones, dans 
ces pathologies et decrit leur utilisation comme cibles ou marqueurs 
therapeutiques, diagnostiques ou experimentaux de ces desordres. 

15 

De nombreuses pathologies neurodegeneratives ont ete decrites comme ayant 
une composante ou un stade lie au phenomene d'excitotoxicite. C'est le cas de 
la maladie d'Alzheimer, de la maladie de Parkinson, de la sclerose en plaques 
et de la choree de Huntington. 

20 

La sclerose amyotrophique laterale (SAL ou ALS pour Amyotrophic Lateral 
Sclerosis) est une maladie neurodegenerative associee a differents types 
d'inclusions tels les corps de Lewis et caracterisee par une apoptose des 
motoneurones spinaux et corticaux dont Tissue fatale est parfois associee a une 

25 demence frontale. Des formes sporadiques, sans aucune mutation decrite, 
coexistent avec des formes familiales (FALS) associees a des mutations dans le 
gene SOD1 codant pour la superoxide dismutase. La majorite des cas est 
sporadique, les formes familiales (FALS) etant tres rares. II est vraisemblable 
qu'une longue periode asymptomatique precede I'apparition des symptomes 

30 cliniques qui sont varies et dont la classification est complexe. Les future 
developpements therapeutiques substitueront aux traitements de la 
symptomatologie des strategies basees sur les causes moleculaires de la 
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pathologie. Au niveau cellulaire, ces symptomes sont associes a une mort des 
motoneurones corticaux et des motoneurones spinaux. Cette mort neuronale a 
ete reliee a differents phenomenes qui constituent la base de plusieurs 
pathologies neurodegeneratives. C'est le cas de I'excitotoxicite liee au 

5 glutamate, du stress oxydatif, d'une certaine auto immunite dirigee contre des 
marqueurs neuronaux (les canaux calciques dans le cas de I'ALS) ainsi que 
d'anomalies du cytosquelette. Si ces phenomenes sont decrits, la ou les causes 
de ces maladies, dont TALS, sont obscures. Meme si les FALS sont liees a des 
mutations dans le gene SOD1 qui code pour la superoxide dismutase, les 

10 mecanismes qui engagent les neurones vers la mort cellulaire dont au moins 
une composante est I'apoptose, sont inconnus. 

^identification des evenements moleculaires impliques dans les differents 
phenomenes impliques dans la mort cellulaire permettra de mettre en place de 
15 nouvelles strategies therapeutiques. L'etude de ces evenements est 
difficilement realisable a partir de biopsies humaines. Ces biopsies proviennent 
evidemment d'echantiilons post-mortem dont la qualite est difficilement 
controlable et ne represented que des etats pathologiques representatifs des 
phases tardives de la maladie. 

20 

Les modeles animaux donnent acces a des echantillons biologiques qui 
permettent d'analyser differentes etapes du developpement d'une pathologie et 
de comparer ces etapes a des temoins sains. A cet egard, des souris 
transgeniques qui expriment le gene humain SOD1 portant Tune des mutations 

25 qui prevaut dans les FALS (mutation G93A) sont disponibles aupres de Jackson 
Laboratory, sous condition de prise d'une licence d'utilisation aupres de la 
Northwestern University. Ce modele reproduit en 120 jours Tissue fatale de la 
maladie avec des symptomes comparables a ceux de la maladie humaine. 
L'apparition des symptomes d'ALS lies a la mutation G93A dans SOD1 n'est 

30 pas la consequence d'une reduction de I'activite superoxyde dismutase mais 
d'un gain de fonction qui augmente la capacite de I'enzyme a generer des 
radicaux libres. Malgre ces informations, les evenements moleculaires qui 
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president aux differentes etapes de I'ALS sont mal connus. La complexity de 
ces evenements moleculaires reflete revolution de la pathologie : Dans le 
modele transgenique etudie, aucune deregulation neuronale ou manifestation 
clinique n'a ete rapportee a 30 jours. 60 jours correspondent a un stade qui 

5 precede de peu les premiers symptomes, mais qui est deja caracterise au 
niveau cerebral par des changements dans la physiologie cellulaire tels qu'une 
alteration du metabolisme mitochondrial, un stress et une mort neuronale 
associes a un phenomene d'excitotoxicite. A 90 jours, 50% des motoneurones 
corticaux et spinaux sont morts et un processus actif d'apoptose neuronale est 

10 engage parallelement a une activation astrocytaire. Le phenomene 
d'excitotoxicite n'est plus observe a ce stade. La mort neuronale y est associee 
a I'activation de caspases qui ne semblent pas impliquees dans les phases 
precoces de la pathologie. 

A cote de ce modele animal, il est egalement possible d'etudier le phenomene 

15 d'excitotoxicite sur des modeles cellulaires. Les neurones granulaires du 
cervelet represented un modele avantageux pour I'etude de la mort neuronale 
experimental. En effet, les cultures de ces neurones presentent un 
enrichissement en neurones par rapport aux cellules gliales, ce qui permet 
d'etudier de fagon preferentielle les evenements propres a la mort neuronale. 

20 Pour reproduire certains aspects de I'excitotoxicite, plusieurs approches sont 
envisageables. Les neurones peuvent etre traites par du glutamate qui va 
stimuler I'ensemble des recepteurs a cet acide amine excitateur, les recepteurs 
metabotropiques et les recepteurs ionotropiques. Des traitements a Taide de 
NMDA ou de kainate peuvent egalement etre appliques de fagon a stimuler 

25 leurs recepteurs ionotropiques respectifs. L'une des consequences de la 
stimulation de ces recepteurs ionotropiques est un efflux de potassium lors de 
Touverture de ces canaux. Cet efflux de potassium participe de fagon directe au 
phenomene d'excitotoxicite puisque augmenter la concentration extracellulaire 
de potassium permet de reduire cette mort cellulaire. 

30 Reciproquement, placer des cultures de neurones en presence de faibles 
concentrations de potassium conduit a leur mort. 
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Par consequent placer des cultures de neurones en presence de faibles 
concentrations de potassium permet d'etudier I'une des composantes de 
I'excitotoxicite. 

Identifier les differents evenements moleculaires specifiques de ce phenomene 
doit permettre d'identifier de nouvelles cibles therapeutiques aussi bien que de 
nouveaux marqueurs diagnostiques. 

La presente invention decrit a present I'identification d'evenements genetiques 
impliques dans les phenomenes d'excitotoxicite et de mort neuronale. La 
presente invention fournit ainsi de nouvelles approches therapeutiques et 
diagnostiques des pathologies associees a ces phenomenes, ainsi que de 
nouvelles cibles pour I'identification de composes actifs. 

Plus particulierement, une analyse qualitative differentielle a ete effectuee a 
partir d'ARN extraits de neurones granulaires de cervelet de rat mis en culture 
selon les techniques connues de l'homme de metier. Avantageusement, des 
ARN extraits de neurones viables cultives en presence de 25pM de potassium 
ont ete compares a des ARN extraits de neurones places en conditions de 
toxicite par abaissement de la concentration de potassium a 5pM. Cette analyse 
a &e effectuee par criblage differentiel qualitatif selon la technique DATAS 
(decrite dans la demande n° WO99/46403). 

Cette analyse a permis I'identification d'un fragment d'ADNc derive de I'ARNm 
d'une histone deacetylase, demontrant I'implication de cette enzyme dans le 
developpement des processus d'excitotoxicite et de mort neuronale. Plus 
particulierement, la presente demande demontre I'existence d'une modification 
de I'epissage de I'histone deacetylase au cours de phenomenes d'excitotoxicite. 
Les resultats obtenus permettent de mettre en evidence une alteration de la 
sequence codante de cette enzyme dans les cerveaux engages dans le 
phenomene d'excitotoxicite lors de I'apparition. des symptomes de I'ALS. Cette 
alteration suggere une augmentation de I'activite de I'enzyme correspondante et 
done une hypo-acetylation des histones et autres cibles nucleaires. 
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Le niveau d'acetylation de ces cibles regule I'activite transcriptionnelle et 
I'epissage des pre-mRNA. Le niveau d'acetylation des histones et autres 
facteurs nucleaires est regule par la balance qui existe entre deux activites 
5 enzymatiques : I'activite histone acetyltransferase et I'activite histone 
deacetylase. 

II a ete montre dans le cas de maladies liees a des agregations de proteines 
modifiees par adjonctions de repetition de glutamine (la huntingtin dans la 

10 choree de Huntington, le recepteur aux androgenes dans le cas de certaines 
atrophies musculaires spinales ou bulbaires) que les histones acetyltransferases 
sont sequestrees dans les agregats proteiques. La demande WO01/17514 
propose des compositions complexes comprenant un agent inducteur de 
I'expression de genes et un modulateur de I'acetylation des histones, pour 

15 controler I'expression de genes regules par une phosphorylation. Ces 
compositions sont basees sur une action non-specifique, au niveau de la 
chromatine, et ne suggerent aucune implication des histones deacetylases dans 
les mecanismes de la neurotoxicite, ni de strategie de regulation de ces 
enzymes pour le traitement de telles conditions pathologiques. La demande 

20 WO00/71703 porte sur I'utilisation d'oligonucleotides antisens specifiques 
d'histones deacetylases pour le traitement de cancers. 

De maniere surprenante, I'invention demontre pour la premiere fois I'existence 
d'un mecanisme moleculaire de deregulation genetique conduisant a une 
25 excitotoxicite par baisse de I'acetylation des histones et autres facteurs 
nucleaires impliques dans la regulation de I'expression genetique. 

La presente invention foumit ainsi une nouvelle cible moleculaire pour le 
developpement d'approches th§rapeutiques et diagnostiques de pathologies 
30 liees a I'excitotoxicite. Ces strategies sont basees sur une modulation de 
I'activite d'acetylation des histones, plus particulierement sur une augmentation 
du niveau d'acetylation des histones. Cette modulation peut etre exercee de 
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differentes manieres, preferentiellement par I'utilisation d'inhibiteurs d'histones 
deacetylases. Ces strategies therapeutiques permettent d'ameliorer la viabilite 
neuronale lors des phenomenes d'excitotoxicite impliques dans differentes 
pathologies du systeme nerveux, notamment la maladie d' Alzheimer, la sclerose 
5 en plaque et la Sclerose Amyotrophique Laterale (SLA). 

Un objet de invention reside dans I'utilisation d'un inhibiteur d'histone 
deactetylase pour la preparation d'une composition destinee au traitement des 
maladies neurodegeneratives, notamment en phase precoce, plus 
10 preferentiellement pour reduire I'excitotoxicite neuronale associee aux maladies 
neurodegeneratives, notamment en phase precoce. 

Un autre objet de I'invention reside dans une methode de traitement d'une 
pathologie associee a un stress neuronal, notamment a une excitotoxicite, 
15 comprenant I'administration a un sujet d'un inhibiteur d'histone deacetylase. 

Au sens de I'invention, on entend plus preferentiellement par pathologie 
associee a une excitotoxicite, des maladies neurogeneretaives choisies parmi 
I'ALS, la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la sclerose en plaque et 
20 I'ischemie cerebrale. L'invention est egalement applicable au traitement de 
I'excitotoxicite neuronale survenant dans d'autres pathologies, notamment en 
phase precoce. 

Dans le contexte de I'invention, le terme « traitement » designe le traitement 
25 preventif, curatif, palliatif, ainsi que la prise en charge des patients (reduction de 
la souffrance, amelioration de la duree de vie, ralentissement de la progression 
de la maladie, amelioration de la viabilite de neurones places en conditions 
d'excitotoxicite, etc.). Le traitement peut en outre etre realise en combinaison 
avec d'autres agents ou traitements, notamment adressant les evenements 
30 tardifs de la pathologie, tels que des inhibiteurs de caspases ou autres 
composes actifs. 
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Le terme « inhibiteur » designe tout compose ou traitement capable d'inhiber ou 
de reduire I'expression ou I'activite d'une histone deactetylase. L'inhibiteur est 
preferentiellement selectlf, c'est-a-dire actif essentiellement sur une histone 
deactetylase, sans action substantielle directe sur une autre enzyme. A titre 
particulier, l'inhibiteur d'histone deactetylase est essentiellement depourvu 
d'effet inhibiteur direct sur une histone acetyltransferase. 

Differentes histones deacetylases ont ete identifies, donees et caracterisees. 
On peut citer notamment I'histone deacetylase-1 (HDAC1), I'histone 
deacetytase-2 (HDAC2) et I'histone deacetylase-3 (HDAC3), notamment 
humaines. Les sequences nucleiques codant ces enzymes et les sequences en 
acides amines correspondantes sont decrites dans I'art anterieur, par exemple 
dans les banques de donnees Genbank sous les references NM_004964 
(hHDACI); NM_001527 (hHDAC2) ; NM_003883 (hHDAC3) ; AF006603 
(mHDAc2). Ces sequences sont egalement accessibles d'autres sources 
publiques. II est entendu que I'invention s'adresse egalement aux variants 
naturels et/ou homologues de ces sequences specifiques. 

Dans le cadre de la presente invention, on utilise preferentiellement un inhibiteur 
d'histone deacetylase humaine, notamment d'hHDCAl, hHDCA2 et/ou 
hHDCA3, plus preferentiellement un compose inhibiteur. 

Le compose utilise peut etre tout compose capable d'inhiber I'expression de 
I'histone deacetylase, c'est-a-dire en particulier tout compose inhibant la 
transcription du gene, la maturation des ARNs, la traduction de I'ARN, la 
modification post-traductionnelle de la proteine, la liaison de la proteine sur une 
cible moleculaire, etc. 

Le compose peut etre de nature et d'origine variees, telles que notamment 
d'origine naturelle (par exemple d'origine vegetale, bacterienne, virale, animale 
ou eucaryote) ou synthetique (notamment une molecule organique ou 
inorganique, synthetique ou semi-synthetique). II peut s'agir par exemple d'un 
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acide nucleique, un polypeptide (ou une proteine ou un peptide), un lipide, un 
compose chimique, etc. 

Dans une premiere variante de realisation, Tinhibiteur est un acide nucleique 
anti-sens, capable d'inhiber la transcription du gene de I'histone deacetylase ou 
la traduction du messager correspondant. L'acide nucleique anti-sens peut 
comprendre tout ou partie de la sequence du gene de I'histone deacetylase, du 
messager de I'histone deacetylase, ou d'une sequence complementaire a 
celles-ci. L'antisens peut etre un ADN, un ARN, un ribozyme, etc. II peut etre 
simple-brin ou double-brin. II peut egalement s'agir d'un ARN code par un gene 
antisens. Dans le cadre de I'utilisation d'un acide nucleique antisens 
comprenant une partie de la sequence du gene ou du messager considere, on 
utilise preferentiellement une partie comprenant au moins 10 bases 
consecutives de la sequence, plus preferentiellement au moins 15, afin 
s'assurer une specificite d'hybridation. S'agissant d'un oligonucleotide antisens, 
il comprend typiquement moins de 100 bases, par exemple de I'ordre de 10 a 50 
bases. Cet oligonucleotide peut etre modifie pour ameliorer sa stability sa 
resistance aux nucleases, sa penetration cellulaire, etc. Une complementarite 
parfaite entre la sequence de l'antisens et celle du gene ou messager cible n'est 
pas indispensable, mais elle est generalement preferee. 

Selon une autre variante de realisation, le compose inhibiteur est un 
polypeptide. II peut s'agir par exemple d'un peptide comprenant une region de la 
sequence d'une histone deacetylase, et capable d'antagoniser son activite. Un 
peptide comprend avantageusement de 5 a 50 acides amines consecutifs de la 
sequence primaire de la deacetylase consideree, typiquement de 7 a 40. Le 
polypeptide peut egalement etre un anticorps anti-histone deacetylase, ou un 
fragment pu derive d'un tel anticorps, par exemple un fragment Fab, une region 
CDR, ou. plus preferentiellement, un anticorps simple-chaTne (e.g., ScFv). Les 
anticorps simple-chaTne sont particulierement avantageux dans la mesure ou ils 
peuvent agir de maniere specifique et intracellulaire pour moduler I'activite d'une 
proteine cible. De tels anticorps ou fragments ou derives peuvent etre produits 
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par des techniques conventionnelles. comprenant ('immunisation d'un animal et 
la recuperation de son serum (polyclonal) ou de cellules spleniques (de maniere 
a produire des hybridomes par fusion avec des lignees cellulaires appropriees). 

Des methodes de production d'anticorps polyclonaux a partir d'especes variees 
sont decrites dans I'art anterieur. Typiquement, I'antigene est combine avec un 
adjuvant (e. g., Freund's adjuvant) et administre a un animal, typiquement par 
injection sous-cutanee. Des injections repetees peuvent §tre realisees. Les 
echantillons sanguins sont collectes et I'immunoglobuline ou le serum sont 
separes. Les methodes classiques de production d'anticorps monoclonaux 
comprennent I'immunisation d'un animal avec un antigene, suivie de la 
recuperation des cellules spleniques qui sont ensuite fusionnees avec des 
cellules immortalisees, telles que des cellules de myelome. Les hybridomes 
resultant produisent des anticorps monoclonaux et peuvent etre selectionnes 
par dilutions l.mites de maniere a isoler les clones individuels. Les fragments 
Fab ou F(ab')2 peuvent etre produits par digestion a Taide d'une protease selon 
les techniques conventionnelles. 

Selon une autre variante de realisation, le compose est un compose chimique, 
d'origine naturelle ou synthetique, notamment une molecule organique ou 
inorganique, capable de moduler I'expression ou Tactivite de I'histone 
deacetylase. De tels composes peuvent etre produits et/ou selectionnes selon 
differents tests decrits ci-apres. A titre d'exemple prefere, on peut citer de 
maniere non limitative la trichostatin A, trapoxine, apicidine, pyroxamide, 
valproate, benzamide, differents butyrates, tels que le butyrate de sodium ou le 
phenylbutyrate, des derives butyrates tels que decrits dans la demande 
WO98/00127, ou des analogues ou similaires. La trichostatin A est un exemple 
prefere. 

Un objet particulier de I'invention reside dans I'utilisation d'un compose inhibiteur 
d'une histone deacetylase humaine, notamment d'un inhibiteur selectif, pour la 
preparation d'une composition destinee a reduire I'excitotoxicite neuronale. 
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Un objet particulier de 1'invention reside dans I'utilisation d'un compose inhibiteur 
de I'histone deacetylase 2 humaine, notamment d'un inhibiteur selectif, pour la 
preparation d'une composition destinee a reduire rexcitotoxicite neuronale, 
notamment pour le traitement de I'ALS. 

Un objet particulier de 1'invention reside dans I'utilisation d'un inhibiteur d'une 
histone deacetylase humaine, notamment d'un inhibiteur selectif, pour la 
preparation d'une composition destinee au traitement de PALS, notamment pour 
reduire rexcitotoxicite neuronale en phase precoce de I'ALS. 
Un autre objet particulier de I'invention reside dans I'utilisation de la trichostatin 
A pour la preparation d'une composition destinee a reduire rexcitotoxicite 
neuronale et/ou pour la preparation d'une composition destinee au traitement de 
I'ALS. 

Un autre objet particulier de invention reside dans I'utilisation de la trichostatin 
A pour la preparation d'une composition destinee a inhiber I'activite de I'histone 
deacetylase 2 chez les patients atteints d'ALS. 

L'invention concerne egalement des methodes de traitement de I'ALS 
comprenant ('administration a un sujet d'une quantite efficace d'un compost 
inhibiteur de I'expression ou de I'activite d'une histone deacetylase, notamment 
de I'histone deacetylase 2, de preference humaines. 

De preference, I'invention est utilisee pour le traitement en phase precoce des 
maladies neurodegeneratives. 

L'administration peut etre realisee par toute methode connue de I'homme du 
metier, de preference par injection, typiquement par voie intra-peritoneale, intra- 
cerebrale, intra-veineuse, intra-arterielle ou intra-musculaire. Ces doses 
injectees peuvent etre adaptees par I'homme de I'art. Typiquement, de 0,01 mg 
a 100 mg / kg environ sont injectes, pour des composes inhibiteurs de nature 
chimique. Pour des composes nucleiques, les doses peuvent varier par exemple 
entre 0,01 mg et 100 mg par dose. II est entendu que des injections repetees 



WO 03/080864 



11 



PCT/FR03/00940 



peuvent etre realisees, eventuellement en combinaison avec cTautres agents 
actifs ou tout vehicule acceptable sur le plan pharmaceutique (e.g., tampons, 
solutions saline, isotonique, en presence d'agents stabilisants, etc.). 

5 ^invention est utilisable chez les mammifdres, notamment chez I'etre humain. 

L'invention montre notamment I'existence d'evenements d'epissage qui 
affectent la region codante de I'histone deacetylase 2 (mHDA2, reference 
Genbank: AF006603), plus particulferement une region recouvrant les 

10 nucleotides 2934 a 3243. Cet epissage detecte preferentiellement dans les 
conditions de viabilite neuronale (25pM de potassium) inactive I'enzyme et 
aboutit a une augmentation de I'acetylation des histones et autres acteurs de 
Texpression genetique dans les neurones viables. Reciproquement, il est mis en 
evidence qu'une diminution de I'acetylation des memes acteurs nucleates est 

15 associee a la mort neuronale en presence de 5|jM de potassium. La presente 
invention ouvre done une nouvelle strategie therapeutique basee sur rutilisation 
d'inhibiteurs d'histone deacetylase afin de restaurer la viabilite neuronale lors 
d'efflux de potassium et notamment lors des phenomenes d'excitotoxicite et plus 
particulierement lors de pathologies comme I'ALS. La presente invention 

20 propose, pour la premiere fois, I'histone deacetylase 2 comme cible 
therapeutique pour le traitement des evenements moleculaires associes a 
Pexcitotoxicite. Selon des modes de mise en oeuvre particuliers, I'invention peut 
etre utilisee pour inhiber ou reduire Texcitotoxicite neuronale en phase precoce 
des maladies neurodegeneratives. Elle est applicable notamment au traitement 

25 de la maladie d'Alzheimer, de la maladie de Parkinson, de la sclerose en 
plaques, ou de Tischemie cerebrale. 

La presente invention foumit egalement une nouvelle cible pour Identification, 
la validation, la selection ou ['optimisation de composes actifs. L'invention 
30 permet en effet de selectionner des composes ayant des proprietes 
therapeutiques ou biologiques avantageuses, sur la base de leur capacite a 
moduler ('expression ou Pactivite d'histone deacetylase. Ces tests peuvent etre 
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realises en systeme cellulaire, animal, ou acellulaire (e.g., sur des proteines, 
polypeptides ou acides nucleiques isoles, ou sur des systeme d'expression in 
vitro), et etre bases sur la mesure d'une interaction (e.g., tests de liaison, 
deplacement, competition, etc.) ou d'une fonction (activite, transcription, etc.). 

Un autre objet particulier de invention conceme une methode de selection, 
identification ou caracterisation de composes actifs, notamment sur les 
pathologies associees a I'excitotoxicite ou au stress neuronal, comprenant la 
mise en contact d'un compose test avec une cellule exprimant une histone 
deacetylase ou un fragment ou variant fonctionnel de celle-ci, et la 
determination de la capacite du compose a inhiber I'expression ou I'activite de 
cette proteine. 



Les methodes peuvent §tre mises en ceuvre avec differentes populations 
cellulaires, telles que des cellules primaires ou des lignees de cellules d'origine 
mammifere (humaine, murine, etc.). On utilise avantageusement des cellules qui 
n'expriment pas naturellement I'histone deacetylase consideree, transferees 
avec un acide nucleique codant I'enzyme souhaitee. De cette maniere, la 
selectivity de la methode est augmentee. On peut egalement utiliser des cellules 
eucaryotes inferieures (levure, etc.) ou des cellules procaryotes. On peut 
egalement utiliser des animaux non-humains transgeniques. 

L'effet inhibiteur peut etre mesure de differentes fagons, comme notamment par 
dosage des ARN, dosage de la proteine, mesure d'une activite, etc. Les 
sondages peuvent etre effectues par toute technique immuno-enzymatique 
classique (RIA, ELISA, EIA, etc.) ou par des techniques d'hybridation avec des 
sondes marquees, sur puce, amplification avec des amorces specifiques, etc. 

Les methodes de selection peuvent egalement etre realisees en systeme 
acellulaire, par mesure de la capacite de composes tests a lier I'histone 
deacetylase ou un variant ou fragment de celle-ci. A cet egard, un autre objet 
particulier de I'invention conceme une methode de selection, identification ou 
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caracterisation de composes actifs, notamment sur les pathologies associees a 
l-excitotoxiclte ou au stress neuronal, comprenant la mise en contact d'un 
compose test avec une histone deacetylase ou un variant ou fragment de celle- 
ci, et la determination de la capacite du compose test a lier ladite histone 

5 deacetylase, fragment ou variant. L'histone deacetylase, fragment ou variant 
peut etre utilisee sous forme isolee et purifiee, soluble ou attachee a un support 
(e.g., bille. colonne, etc.), ou incorpore a une membrane ou une vesicule. La 
liaison du compose test et de l'histone peut etre determinee par toute technique 
connue, notamment par deplacement d'un ligand de reference marque, par 

10 migration sur gel, electrophorese, etc. 

Le terme « variant » inclut des polypeptides comprenant une ou plusieurs 
mutations, substitutions, deletions et/ou additions d'un ou de plusieurs residus 
d'acides amines et presentant substantiellement la meme specified antigenique 
is ou activite, et notamment conservant la capacite a deacetyler une histone. Des 
exemples typiques de derives incluent des variations de sequence dues au 
polymorphisme de l'histone deacetylase, a I'epissage, etc. Des derives 
particulierement preferes comprennent au plus 5 residus d'acides amines 
distincts de ceux presents dans la sequence sauvage. Le terme « fragment » 
20 designe tout polypeptide comprenant de 5 a 100 residus consecutifs de la 
sequence en acides amines de l'histone deacetylase, de preference de 10 a 
1 00. Les fragments component avantageusement un site actif de I'enzyme. 

Les composes tests peuvent etre de nature et d'origine variees, telles que des 
25 composes naturels ou synthetiques, des lipides, des acides nucleiques, des 
polypeptides, des molecules chimiques, etc. II peut s'agir de composes isoles ou 
sous forme de melange, de banques combinatoires, etc. Dans les memories de 
Invention, il est possible de tester en parallele plusieurs composes tests, par 
exemple dans des dispositifs adaptes tels que plaque multipuits, boite, etc. 

30 

Un autre objet de invention concerne tout variant d'epissage d'une histone 
deacetylase ainsi que tout acide nucleique codant un tel polypeptide, les 
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vecteurs le contenant, cellules recombinantes, et utilisations. Les vecteurs 
peuvent etre des plasmides, phages, cosmides, virus, chromosomes artificiels, 
etc. Des vecteurs preferes sont par exemple des vecteurs plasmidiques, comme 
ceux derives de plasmides commerciaux (pUC, pcDNA, pBR, etc.). De tels 

5 vecteurs comportent avantageusement un gene de selection et/ou une origine 
de replication et/ou un promoteur transcriptionnel. D'autres vecteurs particuliers 
sont par exemples des virus ou des phages, notamment des virus recombinants 
defectifs pour la replication, tels que des virus derives de retrovirus, adenovirus, 
AAV, herpes-virus, baculovirus, etc. Les vecteurs peuvent etre utilises dans tout 

10 hote competent, comme par exemple des cellules procaryotes ou eucaryotes. II 
peut s'agit de bacteries (par exemple E. coli), levures (par exemple 
Saccharomyces ou Kluyveromyces), cellules vegetales, cellules d'insectes, 
cellules de mammiferes, notamment humaines, etc. II peut s'agir de lignees, 
cellules primaires, cultures mixtes, etc. 

15 

La presente invention est egalement utilisable pour le diagnostic de situations 
d'excititoxicite, notamment en phases precoces. Elle est notamment utilisable 
pour detecter la presence, la predisposition ou le developpement d'une situation 
d'excitotoxicite chez un sujet, notamment d'une pathologie associee a une telle 
20 situation, telle que la maladie d'Alzheimer, la maladie de Parkinson, la sclerose 
en plaques, I'ALS ou I'ischemie cerebrale. Elle est particulierement adaptee a la 
detection a un stade precoce de la sclerose en plaques ou de l'ALS. 

Un autre aspect de la presente demande concerne done des methodes et outils 
25 pour detecter la presence d'une histone deacetylase (ou d'un variant d'epissage 
ou autre alteration genetique) dans des echantillons biologiques, ou pour la 
doser ou determiner ses quantites relatives. 

Un objet particulier de Invention concerne une methode de detection d'une 
30 situation d'excitotoxicite ou de stress neuronal chez un sujet, comprenant la 
mesure in vitro ou ex vivo de I'expression d'une (ou de plusieurs) histones 
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deacetylases, notamment de I'histone deacetylase 2, dans un echantillon 
provenant du sujet. 

Un autre objet particulier concerne une methode de detection d'une situation 
d'excitotoxicite ou de stress neuronal chez un sujet, comprenant la detection de 
la presence (ou de I'absence) d'une forme mutee d'une (ou de plusieurs) 
histones deacetylases, notamment de I'histone deacetylase 2, ou de I'ARN 
correspondant, dans un echantillon provenant du sujet. 

io Des outils adaptes a la mesure ou a la detection d'une proteine, d'un ARN ou 
d'une expression comprennent notamment des sondes ou amorces nucleiques, 
des anticorps ou autres ligands specifiques, des kits, supports, puces, etc. Les 
methodes de detection peuvent inclure les methodes d'hybridation, de PCR, de 
chromatographic d'immunologie. etc. Ces methodes sont particulierement 

is adaptees a la detection, la caracterisation, le suivi de la progression ou de 
I'efficacite d'un traitement de pathologies telles que mentionnees ci-avant, ou a 
la determination d'une predisposition. 

La methode peut etre mise en ceuvre a partir de differents echantillons 
20 biologiques, tels que sang, plasma, urine, serum, salive, biopsies ou cultures 
cellulaires, etc. II s'agit de preference d'un echantillon comprenant des cellules 
nerveuses ou musculaires. Selon la technique utilisee, I'echantillon peut etre 
traite prealablement, par exemple pour rendre les acides nucleiques accessibles 
a une reaction d'hybridation et/ou d'amplification, et/ou pour rendre les proteines 
25 accessibles a une reaction immunologique ou enzymatique. 

Dans un mode particulier de mise en ceuvre, on mesure I'expression, on detecte 
ou on dose, dans I'echantillon, la presence ou la quantite d'ARNm codant une 
histone deacetylase. Plusieurs histones deacetylases peuvent etre detectees ou 
30 dosees en parallele. 
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Cette mesure, detection ou ce dosage peuvent etre effectues par hybridation de 
I'echantillon avec une sonde nucleique specifique de TARN considere, 
notamment une sonde comprenant tout ou partie d'une sequence de I'ARN 
messager de I'histone deacetylase ou d'une sequence complementaire ou 
5 derivee. Dans un mode particulier, la sonde est simple-brin et/ou est marquee, 
pour faciliter la detection du produit d'hybridation. Le marquage peut etre 
radioactif, fluorescent, luminescent, etc. La sonde peut etre immobilisee sur un 
support. 

10 Un objet particulier de Invention reside dans I'utilisation d'un acide nucleique 
comprenant tout ou partie d'une sequence derivee du gene ou de I'ARN 
messager d'une histone deacetylase pour la mise en oeuvre d'une methode de 
diagnostic, de detection, de depistage ou de caracterisation d'une situation de 
stress neuronal et plus particulierement la situation d'excitotoxicite, notamment 

is d'une methode de diagnostic, de detection, de depistage ou de caracterisation 
de pathologies neurodegeneratives ayant une composante ou un stade lie au 
phenomene d'excitotoxicite ou de stress neuronal, notamment d'une sequence 
specifique, complementaire ou derivee de cette sequence. 

20 Comme indique ci-avant, la presente demande demontre I'existence d'une 
forme non epissee dans certains tissus engages dans des processus de 
neurotoxicite, et I'invention permet une detection ou un dosage relatif de la 
forme epissee et de la forme non epissee dans Techantillon. L'apparition, la 
presence ou I'augmentation de I'espece non-epissee est correlee au 

25 developpement de la situation d'excitotoxicite. Dans une variante particuliere, la 
methode de I'invention prevoit done une analyse de la presence de la forme 
epissee et/ou de la forme non epissee de I'ARN codant I'histone deacetylase. 
Cette detection peut etre realisee par exemple en utilisant une sonde nucleique 
specifique de la sequence resultant de la jonction entre les regions non deletees 

30 (i.e., non-epissees) de I'ARN. Involution de rapport entre la forme epissee et la 
forme non epissee peut etre suivie, comme un indicateur de la progression de la 
pathologie (ou de I'efficacite d'un traitement. 
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La mesure, detection ou le dosage peuvent egalement etre effectues par 
amplification selective des acides nucleiques de I'echantillon avec une amorce 
nucleique (ou un couple d'amorces) specifique de I'ARN considere. Dans un 
mode particulier, I'amorce (ou I'une des amorces du couple) est specifique de la 
sequence resultant de la jonction entre les regions non deletees (i.e., non- 
epissees) de I'ARN. ^amplification peut etre effectuee parexemple par PCR. Le 
produit d'amplification peut etre detecte ou dose par toute technique connue. 
Une telle amorce (ou couple d'amorce) constitue un autre objet de la presente 
demande. 

Dans un autre mode particulier de mise en oeuvre, on detecte ou on dose, dans 
I'echantillon, la presence ou la quantite d'histone deacetylase. Cette detection 
peut etre realisee en utilisant un anticorps specifique, ou tout autre ligand 
specifique. 

Un autre objet de I'invention concerne un (produit comprenant un) support sur 
lequel un ou plusieurs acides nucleiques (y compris un vecteur, une sonde, une 
amorce, un oligonucleotide, un antisens), polypeptides (y compris un anticorps) 
ou cellules tels que definis ci-avant sont immobilises. Le support peut etre 
solide, plan ou non, regulier ou non, comme par exemple du nylon, verre, 
plastique, etc., ou tout autre materiau compatible. Les polypeptides ou acides 
nucleiques sont preferentiellement immobilises par une extremite, dans des 
conditions laissant la molecule accessible pour une reaction d'interaction avec 
un ligand specifique, tel qu'un anticorps ou une sonde. Les polypeptides ou 
acides nucleiques peuvent etre arranges de maniere precise sur le support, et 
deposes en plusieurs exemplaires. 

L'invention est egalement utilisable pour la caracterisation de tissu et de la 
situation ischemique. Cette utilisation est egalement basee sur la detection ou le 
dosage d'une histone deacetylase ou d'une forme alteree dans le tissu. 
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D'autres aspects et avantages de la presente invention apparattront a la lecture 
des exemples qui suivent, qui doivent etre considers comme illustratifs et non 
limitatifs. 



5 

EXEMPLES 

Fypm ple 1 : Identification de I'histone deacetvlase 2 comme cibie 
mglfeculajre de I'excitotoxicite 

10 

L'analyse qualitative differentielle a ete effectuee a partir d'ARN poly adenyles 
(poly A+) extraits d'echantillons de cerveaux d'animaux correspondant aux 
differents stades, sans isolement prealable des neurones afin de prendre en 
compte un maximum d'evenements d'epissages alternatifs lies au 
15 developpement de la pathologie. 

Les ARN poly A+ sont prepares selon des techniques connues de I'homme de 
metier. II peut s'agir en particulier d'un traitement au moyen d'agents 
chaotropiques tels que le thiocyanate de guanidium suivi d'une extraction des 
ARN totaux au moyen de solvants (phenol, chloroforme par exemple). De telles 
20 methodes sont bien connues de I'homme du metier (voir Maniatis et al., 
Chomczynsli et al., Anal. Biochem. 162 (1987) 156), et peuvent etre aisement 
pratiquees en utilisant des kits disponibles dans le commerce. A partir de ces 
ARN totaux, les ARN poly A+ sont prepares selon des methodes classiques 
connues de I'homme de metier et proposees par des kits commerciaux. 
25 Ces ARN poly A+ servent de matrice a des reactions de transcription inverse a 
I'aide de reverse transcriptase. Avantageusement sont utilisees des reverse 
transcriptases depourvues d'activite RNase H qui permettent d'obtenir des 
premiers brins d'ADN complementaire de tailles superieures a ceux obtenus 
avec des reverse transcriptases classiques. De telles preparations de reverse 
30 transcriptases sans activite RNase H sont disponibles commercialement. 

Pour chaque point de la cinetique de developpement de la pathologie (30 jours, 
60 jours et 90 jours) les ARN poly A+ ainsi que les ADNc simple brins sont 
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prepares a partir des animaux transgeniques (T) et des animaux controles 
syngeniques (C). 

Conformement a la technique DATAS, pour chaque point de la cinetique sont 
realisees des hybridations d'ARNm (C) avec des ADNc (T) et des hybridations 
reciproques d'ARNm (T) avec des ADNc (C). 

Ces heteroduplex ARNm/ADNc sont ensuite purifies selon les protocoles de la 
technique DATAS. 

Les sequences d'ARN non appariees avec un ADN complementaire sont 
liberees de ces heteroduplex sous Taction de la RNase H, cette enzyme 
degradant les sequences d'ARN appariees. Ces sequences non appariees 
represented les differences qualitatives qui existent entre des ARN par ailleurs 
homologues entre eux. Ces differences qualitatives peuvent etre localisees 
n'importe oil sur la sequence des ARN, aussi bien en 5', 3' ou a I'interieur de la 
sequence et notamment dans la sequence codante. Selon leur localisation, ces 
sequences peuvent etre non seulement des modifications d'epissage mais 
egalement des consequences de translocations ou de deletions. 
Les sequences d'ARN representant les differences qualitatives sont ensuite 
donees selon les techniques connues de I'homme de metier et notamment 
celles decrites dans le brevet de la technique DATAS. 

Ces sequences sont regroupees au sein de banques de cDNA qui constituent 
des banques qualitatives differentielles. Une de ces banques contient les exons 
et les introns specrfiques de la situation saine ; les autres banques contiennent 
les evenements d'epissage caracteristiques des conditions pathologiques. 
L'expression differentielle des clones a ete verifiee par hybridation avec des 
sondes obtenues par reverse-transcription a partir d'ARN messagers extraits 
des differentes situations etudiees. Les clones hybridant de facon differentielle 
ont ete retenus pour analyse ulterieure. Les sequences identifiees par DATAS 
correspondent a des introns et/ou a des exons exprimees de fagon differentielle 
par epissage entre les situations pathologiques et la situation saine. Ces 
evenements d'epissage peuvent etre specrfiques d'une etape donnee du 
developpement de la pathologie ou caracteristiques de I'etat sain. 
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La comparaison de ces sequences avec les banques de donnees permet de 
classifier les informations obtenues et de proposer une selection raisonnee des 
sequences selon leur interet diagnostique ou therapeutique. 

5 Les resultats obtenus montrent I'existence d'evenements d'epissage qui 
affectent la region codante de I'histone deacetylase 2 (mHDA2, reference 
Genbank: AF006603), plus particulierement une region recouvrant les 
nucleotides 2934 a 3243. Cet epissage detecte preferentiellement dans les 
conditions de viabilite neuronale (25uM de potassium) inactive I'enzyme et 

10 aboutit a une augmentation de I'acetylation des histones et autres acteurs de 
I'expression genetique dans les neurones viables. Reciproquement, il est mis en 
evidence qu'une diminution de I'acetylation des memes acteurs nucleates est 
associee a la mort neuronale en presence de 5uM de potassium. 

15 Exemple 2 : Inhibition de l'excitotoxicite par d es inhibiteurs d'histone 
deacetylase 

Pour cet exemple, des neurones granulaires du cervelet de rat sont mis en 
culture selon les techniques connues de I'homme de metier. L'excitotoxicite est 
20 induite sur ces cellules par deux types de traitement : I'administration conjointe 
de 100pM de NMDA (N-Methyl-D-apartic acid) et de 10uM de serine d'une part, 
I'administration de 50uM de kainate d'autre part. Dans les conditions 
experimentales retenues, 30 a 40% de toxicite est observee et mesuree par des 
tests MTT connus de I'homme de I'art. 

25 

Une inhibition de l'excitotoxicite peut etre mise en evidence en presence 
d'inhibiteurs d'histone deacetylase, notamment de trichostatin A. La presente 
invention documente done Timplication de I'histone deacetylase 2 dans les 
mecanismes d'excitotoxicite, notamment dans un modele d'ALS, et aussi la 
30 capacite d'inhiteurs de cette enzyme a preserver la viabilite neuronale lors de 
stress lies a l'excitotoxicite. 
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D'autres aspects et applications de I'invention resident dans : 

-I'utilisation de tout fragment d'acide nucleique y compris des ARN anti-sens 
dans le but d'inhiber ('expression de I'histone deacetylase 2 chez les patients 
atteints de telles pathologies, 

-I'utilisation de tout compose chimique, la trichostatin A, ou de toute composition 
pharmaceutique la contenant, dans le but d'inhiber I'activite de I'histone 
deacetylase 2 chez les patients atteints de telles pathologies. 
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REVENDICATIONS 

1 . Methode de detection d'une situation d'excitotoxicite ou de stress neuronal 
chez un sujet, comprenant la mesure in vitro de I'expression d'une histone 
5 deacetylase, notamment de I'histone deacetylase 2, dans un echantillon 
provenant du sujet ou la detection de la presence d'une forme mutee d'une 
histone deacetylase, notamment de I'histone deacetylase 2, ou de TARN 
correspondant, dans un echantillon provenant du sujet. 

10 2. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que la mesure de 
I'expression est effectuee par hybridation de I'echantillon avec une sonde 
nucleique specifique de TARN de I'histone deacetylase consideree. 

3. Methode selon la revendication 2, caracterisee en ce que la sonde nucleique 
15 comprend tout ou partie d'une sequence de TARN messager de I'histone 

deacetylase ou d'une sequence compiementaire ou derivee de celle-ci. 

4. Methode selon la revendication 1, caracterisee en ce que la mesure de 
I'expression est effectuee par amplification selective des acides nucl&ques de 

20 I'echantillon avec une amorce nucleique (ou un couple d'amorces) specifique de 
I'ARN considere. 

5. Methode selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que 
I'echantillon comprend des cellules nerveuses ou musculaires. 

25 

6. Methode selon I'une des revendications 1 a 5, pour le diagnostic ou la 
detection de la maladie d'Alzheimer, de la maladie de Parkinson, de la sclerose 
en plaques, de I'ALS ou de I'ischemie cerebrale. 

30 7. Methode selon la revendication 6, pour la detection a un stade precoce de la 
sclerose en plaques. 
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8. Utilisation d'un acide nucleique comprenant tout ou partie d'une sequence 
derivee du gene ou de I'ARN messager de I'histone deacetylase 2 pour la mise 
en oeuvre d'une methode de diagnostic ou de detection d'une situation de stress 
neuronal et plus particulierement la situation d'excitotoxicite. 

9. Utilisation selon la revendication 8, caracterisee en ce que I'acide nucleique 
comprend tout ou partie de I'histone deacetylase 2, ou de la sequence resultant 
de la jonction entre les regions non deletees, ou une sequence complementaire 
de celles-ci. 

10. Utilisation d'un compose inhibiteur d'histone deacetylase pour la preparation 
d'une composition destinee au traitement des maladies neurodegeneratives 
associees a une excitotoxicite. 

11. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que le compose est 
acide nucleique anti-sens, capable d'inhiber la transcription du gene de I'histone 
deacetylase ou la traduction du messager correspondant. 

12. Utilisation selon la revendication 10, caracterisee en ce que le compose est 
un compose chimique, d'origine naturelle ou synthetique. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce que le compose est 
la trichostatinA. 

14. Utilisation selon I'une des revendications 10 a 13, pour inhiber ou reduire 
I'excitotoxicite neuronale en phase precoce des maladies neurodegeneratives. 

15. Utilisation selon I'une des revendications 10 a 14, pour le traitement de la 
maladie d'Alzheimer, de la maladie de Parkinson, de la sclerose en plaques ou 
de I'ischemie cerebrale. 
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16. Utilisation selon Tune des revendications 10 a 14, pour le traitement de 
I'ALS, notamment pour reduire rexcitotoxicite neuronale en phase precoce de 
I'ALS. 

5 17. Methode de selection, identification ou caracterisation de composes actifs, 
notamment sur les pathologies associees a rexcitotoxicite ou au stress 
neuronal, comprenant la mise en contact d'un compose test avec une cellule 
exprimant une histone deacetylase ou un fragment ou variant fonctionnel de 
celle-ci, et la determination de la capacite du compose a inhiber I'expression ou 

10 I'activite de cette proteine. 

18. Methode de selection, identification ou caracterisation de composes actifs, 
notamment sur les pathologies associees a rexcitotoxicite ou au stress 
neuronal, comprenant la mise en contact d'un compose test avec une histone 
is deacetylase ou un variant ou fragment de celle-ci, et la determination de la 
capacite du compose test a lier ladite histone deacetylase, fragment ou variant. 
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